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(57) Zusammenfassung: Tryptophanaminotransferase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und Indol-3-acetaldehydoxidase als neue 
2 Targets furHerbizideZusammenfassungGegenstand der vorliegenden Erfindung sind Tryptophanaminotransferase, Indol-3-pyruvat- 
decarboxylase und Indol-3-acetaldehydoxidase als neue Targets fur Herbizide, Testverfahren zur Identifizierung herbizid wirkender 
Inhibitoren von einem oder mehreren der vorstehend genannten Enzyme, die iiber dieses Verfahren identifizierten Inhibitoren 
J^. mit herbizider Wirkung, sowie Verfahren zur Bekampfung unerwiinschten Pflanzenwuchses auf Basis der erfindungsgemaBen 
^ Inhibitoren. 
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Tryptophanaminotransf erase, lndol-3-pyruvatdecarboxylase und In- 
dol-3-acetaldehydoxidase als neue Targets fur Herbizide 

5 Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Tryptophanaminotrans- 
f erase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und Indol-3-acetaldehydoxi - 
dase als neue Targets fur Herbizide, Testverf ahren zur Identifi- 
10 zierung herbizid wirkender Inhibitoren von einem oder mehreren 
der vorstehend genannten Enzyme, die uber dieses Verfahren iden- 
tifizierten Inhibitoren mit herbizider Wirkung, sowie Verfahren 
zur Bekampfung unerwunschten Pf lanzenwuchses auf Basis der erfin- 
dungsgem&Ben Inhibitoren. 

15 

Zum Auff inden neuer Herbizide werden die potentiellen Wirkstof fe 
nach konventioneller Vorgehensweise auf geeignete Testpf lanzen 
appliziert. Diese Methode weist den Nachteil auf, dass zum Testen 
relativ groBe Substanzmengen erforderlich sind. Zum anderen wer- 

20 den bei der direkten Applikation auf die zu testenden Pf lanzen 
bereits im ersten Screeningschritt auBerst hohe Anf orderungen an 
die Testsubstanz gestellt, da nicht nur die Inhibierung oder son- 
stige Modulation der Aktivitat eines zellularen Targets (in der 
Regel ein Protein oder Enzym als Wirkort fiir ein Herbizid) erfor- 

25 derlich sind, sondern die Substanz dieses Target zunachst uber- 
haupt erreichen muss. Bereits in diesem ersten Schritt muB die 
Testsubstanz in Bezug auf Aufnahme durch die Pflanze, Permeabi- 
litat durch die verschiedenen Zellwande und Membranen, Persistenz 
zur Erreichung des gewunschten Effektes hohe Anf orderungen erful- 

30 len, ehe es schlieBlich Inhibierung/ Veranderung der Aktivitat 
des gewunschten Zielenzyms kommen kann. 

Es ist angesichts dieser Erf ordernisse daher nicht uberraschend, 
dass zum einen die Identif izierung neuer Wirkstoffe immer hohere 
35 Kosten verursacht, zum anderen immer weniger Wirkstoffe entdeckt 
werden . 

Es war deshalb Aufgabe in der vorliegenden Erfindung, neue Tar- 
gets fur Herbizide zur Verfugung zu stellen. 

40 

Oberraschender Weise wurde gefunden, dass die Synthese von In- 
dol-3-essigsaure aus L-Tryptophan in Gegenwart von durch die Ver- 
bindung der Formel I in vitro gehemmt wird (s. Beispiel 3 und 
Beispiel 4) . 
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Da Verbindungen der Formel I wirken herbizid wirken (s. Beispiel 
4) , sind die Tryptophan-Aminotransferase, Indol-3-pyruvat Decar- 
boxylase und die Indol-3-acetaldehydoxidase als Targets fur Her- 
bizide geeignet. 



Diese Aufgabe wurde gelost durch die Bereitstellung von Trypto- 
phanaminotransf erase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und In- 
dol-3-acetaldehydoxidase als neue Targets fur Herbizide. In die- 
sem Rahmen wurden weiterhin Verfahren zur Identif izierung von 
20 Substanzen mit herbizider Wirkung bereitgestellt, welche auf der 
Verwendung von einem Oder mehreren Enzymen ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus den Enzymen Tryptophanaminotransf erase, In- 
dol-3-pyruvatdecarboxylase und Indol-3-acetaldehydoxidase basie- 
ren. 

25 

Die Biosynthese von Indol-3-essigsaure (Auxin) , einem wichtigen 
Pf lanzenhormon, geht von L-Tryptophan aus. Die direkte Vorstufe 
von L-Tryptophan ist Indol. In alien hoheren Pf lanzenspezies wird 
der vom L-Tryptophan ausgehende Syntheseweg wie folgt realisiert: 

30 L-Tryptophan wird uber die Tryptophan-Aminotransferase in In- 
dol-3-pyruvat umgewandelt, welches uber die Indol-3-pyruvat De- 
carboxylase in Indol-3-acetaldeyd umgewandelt wird. Im AnschluB 
katalysiert die Indol-3-acetaldehydoxidase die Umwandlung des In- 
dol-3-acetaldeyds in Indol-3-essigsaure, die wiederum durch die 

35 Indol-3-buttersauresynthase in Indol-3-buttersaure umgewandelt 
wird. . Dabei liegen die Enzyme Tryptophan-Aminotransferase, In- 
dol-3-pyruvat Decarboxylase und Indol-3-acetaldehyd Oxidase in 
der Regel in einem Multienzymkomplex vor. (Bartel, B. (1997), 
Ann. Rev. Plant Physiol. Plant Mol. Biol. 48, 51 - 66; Muller, 

40 A., Weiler, E.W., (2000), Planta 211, 855 - 863). In Abhangigkeit 
vom unter such ten Gewebe und Spezies sind aber auch andere unter- 
geordnete Biosynthesewege beschrieben (; Normanly, J., Bartel, B. 
(1999), Current Opinion in Plant Biology 2, 207 - 213). 



15 



45 Zur Herstellung einer 2 , co-Diaminocarbonsaureverbindungen der For 
mel I wird man in der Regel eine Verbindung der Formel II, 
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worin Aund X e fur ein einwertiges Anion Oder ein Anionenaquiva- 
10 lent, z.b. Cl e , Br e Oder 1/2 S04 2e einer Mineralsaure, z.b. Cl e , 
Br e oder 1/2 S04 2e , steht, mit einem aromatischen Saurehalogenid 
der Formel III 
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(III) 



worin Hal fur Chlor, Brom oder Iod steht, umsetzen. Die aromati- 
schen Saurehalogenide III sind bekannt und zum Teil kommerziell 
erhaltlich oder konnen nach bekannten Verfahren hergestellt wer- 
den. 

Vorzugsweise wird die Umsetzung der Verbindung II mit der Verbin- 
dung III in Gegenwart einer Base durchgef uhrt . Die Base dient zur 
Neutralisation der bei der Reaktion entstehenden Mineralsaure 
H-Hal und H-X. Vorzugsweise setzt man die Base in wenigstens 
aquimolarer Menge, insbesondere in einer Menge von 1 bis 3 Mol 
pro Mol zu neutralisierender Saure H-Hal und H-X ein. 

Vorzugsweise wird die Umsetzung der Verbindung II mit der Verbin- 
^ dung III in einem Ldsungs- bzw* Verdunnungsmittel durchgef uhrt . 
Hierzu eignen sich Wasser, Diethylether , Tetrahydrofuran, Aceto- 
nitril, Essigsaureethylester , Dichlormethan oder Toluol. 



45 



Die Reak t ions tempera tur en konnen uber einen gewissen Bereich va- 
riiert werden, der durch die Stabilitat des Saurechlorids III 
festgelegt wird. Bevorzugt arbeitet man bei Tempera turen im Be- 
reich von 0 bis 30°C. 

Die Aufarbeitung erfolgt nach ublichen Methoden z. B. indem man 
das Reaktionsgemisch mit kaltem Wasser versetzt, die organische 
Phase abtrennt und nach dem Trocknen unter vermindertem Druck 
einengt. Der Verbleibende Ruckstand kann, falls erf orderlich, in 
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ublicher Weise durch Chromatographie Oder Kristallisation von 
eventuell vorhandenen Verunreinigungen befreit werden. 

Die Verbindungen der Formel II lassen sich herstellen, indem man 
5 zunachst eine teilgeschutzte 2 , o-Diaminocarbonsaure der Formel IV 
oder deren Saureadditionssalz, 

O 
II 

H 2 N— CH 2 CH C OH (JV) 

10 NH-Sg 

worin Sg fur eine Schutzgruppe steht, in einem ersten Schritt mit 
einem Saurehalogenid der Formel V 



15 




Hal 



(V) 



20 



worin Hal fur Chlor, Brom oder Iod steht, umsetzt, in einem zwei 
ten Schritt die dabei erhaltene Verbindung der Formel VI 



25 




(VI) 



mit einem Amin der Formel CH 3 NH 2 in Gegenwart eines geeigneten 
30 Kondensationsmittels umsetzt und anschliessend die Schutzgruppe 
Sg entfernt. 



Geeignete Schutzgruppen sind solche, die unter Bedingungen abge- 
spalten werden kdnnen, welche nicht zu einer Spaltung der NH- 

35 X-Bindung in den Verbindungen der Formel VI fuhren. Geeignete 
Schutzgruppen sind aus der Peptidchemie bekannt. Hierzu zahlen 
insbesondere Schutzgruppen, die unter Einwirkung von Sauren, die 
vorzugsweise eine Saurestarke oberhalb der Essigsaure aufweisen, 
abgespalten werden, z,B. die tert . -Butyloxycarbonyl-Gruppe, die 

40 1-Adamantyloxycarbonyl-Gruppe und die 2- (Trimethylsilyl) ethoxy - 
carbonyl-Gruppe . 

Als Kondensationsmittel fur die Umsetzung von Verbindung VI mit 
dem Amin CH 3 NH 2 kommen alle Reagenzien in Frage, die freien Carbo 
45 xylgruppen aktivieren konnen wie: Propanphosphonsaure-anhydrid 
(PPPA, H. Wissmann et al, Angew. Chem. 92, 129 (1980); H. Wiss- 
mann, Phosphorus, Sulfur 30, 645 (1986); M. Feigel, J* Am. Chem. 
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Soc 108, 181 (1986)), N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-l , 2-dihydrochino- 
lin (EEDQ, B. Belleau et al, J. Amer. Chem. Soc. 90, 1651 
(1968)), Diphenylphosphorylazid (DPPA, Shun-ichi-Yamada et al, 
J. Am. Chem. Soc. 94, 6203 (1972)) und Diethylphosphorylcyanid 
5 (DEPC, Shun- i chi -Ymada et al, Tetrahedron Lett. 18, 1595 (1973)), 
Carbodiimide (Houben-Weyl , Methoden der Organischen Chemie, Bd. 
15/2, Seite 103-115, IV. Auflage, G. Thieme Verlag) , um nur ei- 
nige Kondensationsreagenzien beispielhaft zu nennen. Die dort be- 
schriebenen Reaktionsbedingungen konnen auf die erf indungsgemasse 
10 Umsetzung von Verbindung VI mit dem Amin HNR2R3 ubertragen wer- 
den, so dass auf diese Druckschrif ten ebenfalls Bezug genommen 
wird. 

Die Entfernung der Schutzgruppe Sg, z.B. der tert . -Butoxycarbo- 
15 nyl- (BOO -Gruppe, aus den dabei erhaltenen Verbindungen VII 



20 




(VII) 



25 



30 



35 



40 



45 



worin Sg die zuvor genannten Bedeutungen aufweist, erfolgt in der 
Regel mit einer Saure, vorzugsweise mit Hilfe von Trif luoressig- 
saure z.B. nach den von B. Lundt et al, Int. J. Pept. Protein 
Res., 12, 258 (1978)) beschriebenen Methoden Oder z.B. mit 2N 
Chlorwasserstof f in Dioxan nach den von R. Andruszkievicz et al, 
J. Med. Chem. 30, 1715 (1987)) beschriebenen Methoden und liefert 
in guten Ausbeuten die oben auf gef uhrten, erf indungsgemaBen Zwi- 
schenprodukte der Formel (II) . 

Die dabei als Ausgansverbindungen eingesetzten Carbonsaure- und 
Sulf onsaurehalogenide III und V sind bekannt Oder lassen sich 
nach bekannten Methoden herstellen. 

2-N-geschutzten 2 , <D-Diaminosauren wie Verbindung IV sind eben- 
falls bekannt, kommerziell erhaltlich oder konnen nach bekannten 
Methoden hergestellt werden, z.B. nach N. Kucharczyk et al, 
Synth. Commun. 19, 1603 (1989); M. Waki et al, Synthesis, 266 
(1981) und Lin-Hua Zhang et al, J. Org. Chem. 62, 6918 (1997). 

Die Verfahren zur Identif izierung von Substanzen mit herbizider 
Wirkung umfassen die folgenden Schritte: 

a) Inkontaktbringen von einem oder mehreren Enzymen ausgewahlt 
aus der Gruppe bestehend aus den Enzymen Tryptophanamino- 
transf erase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und Indol-3-acetal - 
dehydoxidase mit einer oder mehreren Test substanzen unter Be- 
dingungen, die die Bindung der Testsubstanz (en) an eines der 
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vorstehend genannten Enzyme oder an die Nukleinsaureseguenz, 
die eines vorstehend genannten Enzyme kodiert, erlauben; und 

b) Nachweis, ob die Testsubstanzen die Transkription, Transla- 
5 tion oder Expression von mindestens einem der vorstehend ge- 
nannten Enzyme reduzieren oder blockieren; oder 

c) Nachweis, ob die Testsubstanzen die Aktivitat von mindestens 
einem der vorstehend genannten Enzyme reduzieren oder blok- 

10 kieren; oder 

d) Nachweis, ob die Testsubstanz an eines der vorstehend genann 
ten Enzyme bindet. 

15 Unter Reduktion oder Blockade der Transkription, Expression, 

Translation oder der Aktivitat in Schritt b) und c) ist eine si- 
gnifikante Abnahme im Vergleich zur Transkription, Expression, 
Translation oder der Aktivitat bestimmt in Vergleich einem Ver- 
fahren, welches sich vom vorstehend genannten Verfahren dadurch 

20 unterscheidet, daB man keine Testsubstanz hinzufugt. 



Unter einer signif ikanten Abnahme ist eine Abnahme von mindestens 
10 %, vorteilhaft mindestens 20 %, bevorzugt mindestens 30 %, 
besonders bevorzugt um mindestens 50 % und ganz besonders bevor- 
25 zugt um mindestens 70 % bis zu 100 % zu verstehen. 

Der Nachweis gemafi Schritt b) des oben stehenden Verfahrens kann 
anhand von dem Fachmann bekannten Blotting Methoden erfolgen. 

30 Der Nachweis gem&fi Schritt d) des oben stehenden Verfahrens kann 
anhand von Techniken, welche die Wechselwirkung zwischen Protein 
und Ligand aufzeigen, detektieren, erfolgen. Hierbei sind insbe- 
sondere funf bevorzugte Ausf uhrungsf ormen zu nennen, die in Zu- 
sammenhang mit der vorliegenden Erfindung auch fur Hochdurchsatz- 

35 methoden (High Trough Put Screening, HTS) geeignet sind: 

1. Uber Fluoreszenz Korrelations Spektroskopie (FCS) (Proc. 

Natl. Acad. Sci. USA (1994) 11753-11575) laBt sich die durch - 
schnittliche Dif f usionsrate eines Fluoreszenzmolekuls in Ab- 

40 hangigkeit zur Masse in einem kleinen Probenvolumen bestim- 

men. Durch Mess en der Massenanderung bzw. der daraus resul- 
tierenden veranderten Dif f unsionsrate einer Testverbindung 
beim Binden an das Enzym laBt sich FCS zur Bestimmung von 
Protein-Ligand-Wechselwirkungen einsetzten. Ein Testsystem 

45 kann direkt zur Messung der Bindung einer durch ein Fluores- 

zenzmolekul markierten Testverbindung aufgebaut werden. Al- 
ternativ kann das Testsystem so konzipiert sein, dass eine 
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durch ein Fluoreszenzmolekul markierte chemische Referenzver- 
bindung durch weitere Testverbindungen verdrangt wird ("Ver- 
drandungsassay") . Die so identif izierten, an das Enzym bin- 
denden Verbindungen sind als Inhibitoren geeignet. 

Die Fluoreszenzpolarisation nutzt die Eigenschaft eines mit 
polarisiertem Licht angeregten ruhenden Fluorophors ebenfalls 
wieder polarisiertes Licht zu emittieren. Kann der Fluorophor 
allerdings wahrend des angeregten Zustands rotieren, so geht 
die Polarisation des emittierten Fluoreszenzlichts mehr Oder 
weniger verloren. Bei sonst gleichen Bedingungen (z.B. Tempe- 
ratur, Viskositat, Losungsmittel) ist die Rotation eine Funk- 
tion der MolekulgroBe, womit man uber das Messsignal eine 
Aussage uber die GroBe des am Fluorophor gebundenen Rests 
treffen kann (Methods in Enzymology 246 (1995), pp. 283-300). 
Ein Testsystem kann direkt zur Messung der Bindung einer 
durch ein Fluoreszenzmolekul markierten Testverbindung an das 
Enzym aufgebaut werden. Alternativ kann das Testsystem auch 
in Form des unter 1 beschriebenen "Verdrangungsassays" konzi- 
piert sein. Die so identif izierten, an das Enzym bindenden 
Verbindungen sind als Inhibitoren geeignet. 

Fluoreszenz-Resonanz Energie Tranter" (FRET) basiert auf der 
strahlungslosen Energieubertragung zwischen zwei rSumlich be- 
nachbarten Fluoreszenzmolekulen unter geeigneten Bedingungen, 
Eine Voraussetzung ist die Uberlappung des Emissionsspektrums 
des Donormolekuls mit dem Anregungsspektrum des Akzeptormole- 
kuls. Durch Fluoreszenzmarkierung des Enzyms und den auf Bin- 
dung Testverbindungen kann mittels FRET die Bindung gemessen 
werden (Cytometry 34, 1998, pp. 159-179). Alternativ kann das 
Testsystem auch in Form des unter 1 beschriebenen "Verdran- 
gungsassays" konzipiert sein. Eine besonders geeignete Aus- 
fuhrungsform der FRET Technologie ist die "Homogenous Time 
Resolved Fluorescence" (HTRF) , wie sie von Packard Bioscience 
vertrieben wird. Die so identif izierten, an das Enzym binden- 
den Verbindungen sind als Inhibitoren geeignet. 

Surface Enhanced-Laser Desorption/Ionisation (SELDI) in Kom- 
bination mit einem Time of Flight Massenspektrometer (MALDI- 
TOF) ermoglicht die schnelle Analyse von Molekulen auf einem 
Trager und kann zur Analyse von Protein-Ligand Wechselwirkun- 
gen verwendet werden (Worral et al., (1998) Anal. Biochem. 
70:750-756) . In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm immobili- 
siert man nun das Enzym auf einem geeigneten Trager und inku- 
biert diesen mit der Testverbindung. Nach einem oder mehreren 
geeigneten Waschschritten kann die an das Enzym zusatzlich 
gebundenen Molekxile der Testverbindung mittels der oben er- 
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wahnten Methodik detektieren und somit Inhibitoren selektie- 
ren. Die so identif izierten, an das Enzym bindenden Verbin- 
dungen sind als Inhibitoren geeignet. 

5 5. Die Messung von Oberflachen Plasmonenresonanz basiert auf 
der Anderung des Brechnungs indexes an einer Oberflache beim 
Binden einer Testverbindung an ein auf besagter Oberflache 
immobilisierten Protein. Da die Anderung des Brechungs index 
fur eine definierte . Anderung der Massenkonzentration an der 

10 oberflache quasi fur alle Proteine und Polypeptide identisch 

ist, kann diese Methode prinzipiell auf jedes Protein ange- 
wendet werden (Lindberg et al. Sensor Actuators 4 (1983) 
299-304; Malmquist Nature 361 (1993) 186-187). Die Messung 
kann beipielsweise mit Hilfe der von Biacore (Freiburg) ver- 

15 triebenen auf Oberf lachen-Plasmonenresonanz basierenden Ana- 

lyseautomaten in einem Durchsatz von derzeit bis zu 384 Pro- 
ben pro Tag durchgefuhrt werden. Ein Test system kann direkt 
zur Messung der Bindung einer Testverbindung an das erf .-Pro- 
tein aufgebaut werden. Alternativ kann das Testsystem auch in 

20 Form des unter 1 beschriebenen "Verdrangungsassays" konzi- 

piert sein. Die so identif izierten an das Enzym bindenden 
Verbindungen sind als Inhibitoren geeignet. 

Samtliche, uber die oben genannten Verfahren identif izierten Sub- 
25 stanzen kdnnen anschlieBend in einer anderen Ausf uhrungsf orm des 
erf indungsgemaBen Verfahren auf ihre herbizide Wirkung uberpruf t 
werden . 

Eine bevorzugte Ausf uhrungsf orm des Nachweises gemaB Schritt d) 
30 ist dadurch gekennzeichnet , dass man die zu testende Verbindung 

a) mit einem pflanzlichen Zelllysat, das mindestens eines der 
Enzyme Tryptophanaminotransf erase, Indol-3-pyruvatdecarboxy- 
lase und Indol-3-acetaldehydoxidase enthalt, oder 

35 

b) mit mindestens einem der Enzyme Tryptophanamino trans f erase, 
Indol-3-pyruvatdecarboxylase und Indol-3-acetaldehydoxidase, 
die entweder partiell oder vollstandig gereinigt sind, ver- 
setzt und 

40 

c) im AnschluB die enzymatische Aktivit&t von mindestens einem 
der vorstehend genannten Enzyme im Vergleich zur Aktivitat 
von mindestend einem der vorstehend genannten Enzyme, die 
nicht mit einer Testverbindung versetzt wurden, ermittelt, 

45 wobei die Verbindungen selektiert werden, welche die enzyma- 
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tische Aktivitat von mindestens einem der vorstehend genann- 
ten Enzyme reduzieren oder blockieren. 

Die in Schritt (b) eingesetzte, partiell oder vollstandig gerei- 
5 nigten Enzyme konnen aus pflanzlichen Zellen nach dem Fachmann 
bekannten Prozeduren erhalten werden, wie z.B. in Truelsen, T. A. 
(Physiol. Plant. 28 (1973) 67 - 70) beschrieben. Hierbei konnen 
samtliche Pf lanzenspezies , welche die Auxinbiosynthese uber den 
Eingangs beschriebenen Stof fwechselweg realisieren, zur Isolation 

10 der Enzyme herangezogen werden. Beispielhaf t, aber nicht ab- 

schlieBend seien hier genannt Vertreter aus der Familie der Legu- 
minosae (Fabaceae) wie Mungbohnen (Vigna radiata) , Bohne (Phaseo- 
lus vulgaris) oder Erbse (Pisum sativum) sowie Vertreter aus der 
Familie der Gramineae (Poaceae) wie Mais (Zea mays). Weitere Ver- 

15 treter aus der Familie der Leguminosae sind dem Fachmann bekannt 
und beispielsweise in Strasburger "Lehrbuch der Botanik" , Sitte, 
P., Ziegler, H. , Ehrendorfer, F., Bresinsky, A., Gustav Fischer 
Verlag, Stuttgart beschrieben. 

20 Zur Identif izierung von Verbindungen in Schritt (c) wird nach ei- 
ner Reaktionszeit die enzymatische Aktivitat des entsprechenden 
-Enzyms im Vergleich zur Aktivitat der nicht gehemmten Enyzms er- 
mittelt. Hierbei werden Verbindungen selektiert, die eine signi- 
fikante Abnahme der enzymatischen Aktivitat zur Folge haben. 

25 

Unter Reaktionszeit ist hier die Zeit zu verstehen, die man fur 
die Durchfuhrung eines Aktivi tats tests bis zum Erhalt einer si- 
gnifikanten Aussage uber eine Aktivitat bendtigt. Sie hangt so- 
wohl vonder spezifischen Aktivitat des im Test eingesetzten Pro- 
30 teins als auch von der verwendeten Methode und der Empfindlich- 
keit der verwendeten Gerate ab. Dem Fachmann ist die Ermittlung 
der Reaktionszeiten bekannt. Bei auf spektroskopischen Methoden 
basierenden Testsystemen liegen die Reaktionszeiten im allgemei- 
nen zwischen > 0 bis 120 Minuten. 

35 

Die Bestimmung der Aktivitat kann durch Inkubation des jeweiligen 
Enzyms mit einem geeigneten Substrat erfolgen, wobei der Umsatz 
des Substrates oder der Anstieg des entstehenden Produktes spek- 
troskopisch verfolgt wird. 

40 

Beispielsweise konnen Tryptophan, Indol-3-pyruvat und In- 
dol-3-acetaldehyd als Substrate eingesetzt werden. Daneben konnen 
auch radioaktive Derivate oder mit chromophoren oder fluorophoren 
Gruppen modifizierte Derivate des Tryptophan, Indol-3-pyruvat und 
45 Indol-3-acetaldehyd in den Verfahren gemafi der vorliegenden Er- 
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findung eingesetzt werden, die zum Beispiel eine spektroskopische 
Bestimmung ermoglichen. 

In Abhangigkeit vom eingesetzten Substrat ergeben sich prinzi- 
5 piell drei Verf ahrensvarianten fur die Bestimmung der Enzymati- 
schen Aktivit&t: 

Verf ahrensvariante 1 a)-e): 

10 Verwendet man Tryptophan als Substrat zur Bestimmung zur Bestim- 
mung der enzymatischen Aktivitat von mindestens einem der Enzyme 
ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den Enzymen Tryptophana- 
minotransf erase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und Indol-3-acetal - 
dehydoxidase in Schritt (c) des Verfahrens I, so kann die enzy- 

15 matische Aktivitat uber 

a) die Abnahme an L-Tryptophan; Oder 

b) die Zunahme an Indol-3-pyruvat; oder 

20 

c) die Zunahme an Indol-3-acetaldehyd; oder 

d) die Zunahme an Indol-3-essigsaure; oder 

25 e) eine Kombination von mindestens zwei der Methoden (a) bis 
(d) 

ermittelt werden. 

30 Verf ahrensvariante 2 a)-d): 

Verwendet man Indol-3-pyruvat als Substrat zur Bestimmung zur Be- 
stimmung der enzymatischen Aktivitat von einem oder beiden Enzy- 
men ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus den Enzymen In- 
35 dol-3-pyruvatdecarboxylase und Indol-3-acetaldehydoxidase in 

Schritt (c) des Verfahrens I, so kann die enzymatische Aktivitat 
uber 

a) die Abhahme an Indol-3-pyruvat ; oder 

40 

b) die Zunahme an Indol-3-acetaldehyd; oder 

c) die Zunahme an Indol-3-essigsaure; oder 



45 d) eine Kombination von mindestens zwei der Methoden (a) bis (c) 
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Verf ahrensvariante 3 a)-c): 

5 Verwendet man Indol-3-acetaldehyd als Substrat zur Bestiiranung zur 
Bestimmung der enzymatischen Aktivitat der Indol-3-acetaldehydo- 
xidase in Schritt (c) des Verfahrens I, so kann die enzymatische 
Aktivitat liber 

10 a) die Abnahme an Indol-3-acetaldehyd; Oder 

b) die Zunahme an Indol-3-essigsaure; Oder 

c) eine Kombination der Methoden (a) und (b) 

15 

ermittelt werden, 

Hierbei richtet sich die Wahl der Verf ahrensvariante aber auch 
die in den jeweiligen Verf ahrensvarianten erwahnten Methodenkom- 
20 binationen nach der Zusammensetzung der fur den Test eingesetzten 
Enzymlosung bzw. danach, welche enzymatische Aktivitat zu bestim- 
men ist. 

Enthalt die fur die den Test eingesetzte Enzymlosung die Enzyme 
25 Tryptophanamino transferase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und. In- 
dol-3-acetaldehydoxidase so sind folgende Methoden moglich: 1 a) , 

1 d) , 1 e) <e=a+d) , 2 a), 2 c), 2d) (d=a+c) und 3 a) , 3 b) , 3 c) 
(c=a+b) • 

30 Enth&lt die fur die den Test eingesetzte Enzymlosung Tryptophana- 
mino transferase und Indol-3-pyruvatdecarboxylase so sind folgende 
Methoden moglich: la), 1 c) , 1 e) (e=a+c) , 2 a), 2 b), 2d) 
<d=a+b) 

35 Enthalt die fur die den Test eingesetzte Enzymlosung Indol-3-py- 
ruvatdecarboxylase und Indol-3-acetaldehydoxidase so sind fol- 
gende Methoden moglich: 2 a), 2 c), 2d) (d=a+c) und 3 a), 3 b), 
3 c) (c=a+b) . 

40 Enth&lt die fur die den Test eingesetzte Enzymlosung Tryptophana- 
mino transferase so sind folgende Methoden moglich: la), lb), 1 
e) (e=a+b) . 

Enthalt die fur die den Test eingesetzte Enzymlosung Indol-3-py- 
45 ruvatdecarboxylase so sind folgende Methoden moglich: 2 a), 2 b), 

2 d) (d=a+b) 
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Enthalt die fur die den Test eingesetzte Enzymldsung Indol-3-ace- 
taldehydoxidase so sind folgende Methoden mdglich: 3 a) , 3 b) , 3 
c) (c=a+b) . 

5 In einer bevorzugten Ausf uhrungsf orm der oben genannten Verfah- 
rensvarianten wird zur Bestimmung der enzymatischen Aktivitat 
eine Mischung aus den drei Enzymen Tryptophanamino transferase, 
Indol-3-pyruvatdecarboxylase und Indol-3-acetaldehydoxidase ver- 
wendet, was wie oben stehend erwahnt folgende Testmethoden ermog- 
10 licht: la), Id), 1 e) (e=a+d) , 2a), 2 c), 2d) (d=a+c) und 3 
a) , 3 b), 3 c) (c=a+b) . 

Geeignete spektroskopische Methoden fur die genannten Verfahren 
1, 2 und 3 sind Massenspektroskopie Oder UV-VISSpektroskopie, LC/ 

15 UV-VIS (Flussigchromatographie/UV-Vis Spektroskopie) Oder UV-Vis 
Spektroskopie) . Insbesondere fur die jeweiligen Verf ahrensvarian- 
ten lb) , Id) , 1 e) , 2d) und 3 c) eignet sich Massenspektroskopie 
wie LC/MS Oder HPLC/MS Oder diverse auf LC oder HPLC basierende 
Methoden in Verbindung mit Leitf ahigkeitsmessungen, NMR-Messungen 

20 oder Messungen des Brechungs index, da diese die zeitgleiche Be- 
stimmung unterschiedlicher Substanzen ermoglicht. 

In einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm erfolgt die photometrische 
Bestimmung angelehnt an ein von Simpson, R.M.et al. (Planta 201 
25 (1997) 71 - 77) und Truelsen, T.A. et al. (Phsiol. Plant. (1972) 
26, 289 - 295) beschriebenes Verfahren, die massenspektroskopi - 
sche Bestimmung angelehnt an ein von Simpson, R.M. et al. (Planta 
201 (1997), 71 - 77) beschriebenes Verfahren. 

30 In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm wird die Zu- bzw. 
Abnahme von Tryptophan und/oder Indol-3-pyruvat und/oder die Zu- 
nahme von Indol-3-essigsaure und/oder Indol-3-buttersaure zur Be- 
stimmung der enzymatischen Aktivit&t photometrisch ermittelt. 

35 Die photometrischen Bestimmung kann beispielsweise durch die Zu- 
bzw. Abnahme an Indol-3-pyruvat bei der Wellenlange A,= 328nm de- 
tektiert werden (Simpson, R.M. , Nonhebel, H.M., Christie, D.L. 
(1997), Planta 201, 71 - 77 , Truelsen, T.A. (1972), Phsiol. 
Plant. , 26, 289 - 295) . 

40 

Die Zu- oder Abnahme an Indol-3-essigsaure kann mittels Fluores- 
zenz detektiert werden (Ex = 254nm; Em = 360nm; nach Mazur H. et 
al, J. Appl. Phycology 13 (2001) 35-42). 

45 Zudem konnen s&mtliche, in den vorstehend genannten Verfahren 
identif izierten Inhibitoren der Enzyme in einem in vivo Aktivi- 
tatstest auf ihre herbizide Wirkung uberpruft werden. Hierbei 
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wird die entsprechende Substanz zur Uberprufung der herbiziden* 
Wirkung auf die entsprechende Schadpflanze appliziert. 

Alle oben beschriebenen Verfahren werden im folgenden mit dem Be- 
5 griff "erf indungsgemaBes Verfahren" beschrieben. 

Das erf indungsgemaBe Verfahren kann in einzelnen getrennten 
Verf ahrensansatzen und/oder vorteilhaf t gemeinsam oder besonders 
vorteilhaft in einem High-Throughput-Screening durchgefuhrt wer- 
10 den und zur Identif izierung von Verbindungen mit herbizider Wir- 
kung verwendet werden. 

In dem erf indungsgemaBen Verfahren konnen auch mehrere Testver- 
bindungen eingesetzt werden. Wenn durch eine Gruppe von Testver- 

15 bindungen eine Beeinf lussung des Targets erfolgt, dann ist es 
entweder moglich, die einzelnen Testverbindungen direkt zu iso- 
lieren oder die Gruppe von Testverbindungen in verschiedene Un- 
tergruppen teilen, z.B. wenn sie aus einer vielzahl von verschie- 
denen Komponenten besteht, um so die Zahl der verschiedenen Test- 

20 verbindungen im Testsystem zu reduzieren. Das erf indungsgemaBe 
Verfahren wiederholt man dann mit der einzelnen Testverbindung 
oder der entsprechenden Untergruppe von Testverbindungen. Abh&n- 
gig von der Komplexitat der Probe konnen die oben beschriebenen 
Schritte mehrmals wiederholt werden, vorzugsweise bis die gem&B 

25 der erf indungsgemaBen Methode identif izierte Untergruppe nur noch 
eine geringe Anzahl von Testverbindungen oder nur noch eine Test- 
verbindung umfaBt. 

Weiterer Gegenstand der Erfindung sind Verbindungen identif iziert 
30 nach den erf indungsgemaBen Verfahren. Diese Verbindungen werden 
im folgenden "selektierte Verbindungen" genannt. Sie weisen ein 
Molekulargewicht von kleiner 1000 g/mol, vorteilhaft kleiner 
900 g/mol , bevorzugt kleiner 800 g/mol, besonders bevorzugt klei- 
ner 700 g/mol , ganz besonders bevorzugt kleiner 600 g/mol und ei- 
35 nem Ki-Wert kleiner 1 mM auf. 

Die uber die erf indungsgemaBen Verfahren identif izierten Verbin- 
dungen konnen naturlich auch in Form ihrer landwirtschaf t brauch- 
baren Salze vorliegen. 

40 

Unter landwirtschaf tlich brauchbaren Salzen kommen vor allem die 
Salze derjenigen Kationen oder die Saureaddi tionssalze derjenigen 
Sauren in Betracht, deren Kationen beziehungsweise Anionen die 
herbizide Wirkung der uber die erf indungsgemaBen Verfahren iden- 
45 tifizierten Verbindungen mit herbizider Wirkung nicht negativ be- 
eintrachtigen . 



# 
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Ferner konnen die selektierte Verbindungen sofem sie asymmetri- 
sch substituierte a-Kohlenstof f atome enthalten, entweder als Ra- 
cemate, Enantiomerengemische, reine Enantiomere oder, sofem sie 
chirale Substituenten aufweisen, auch als Diastereomerengemische 
5 vorliegen. 

Die selektierten Verbindungen konnen chemisch synthetisierte oder 
mikrobiologisch produzierte Stoffe sein und z.B. in Zellextrakten 
von z.B.- Pflanzen, Tieren oder Mikroorganismen auftreten. Das Re- 
10 aktionsgemisch kann ein zellfreier Extrakt sein oder eine Zelle 
oder Zellkultur umfassen. Geeignete Methoden sind dem Fachmann 
bekannt und werden z.B. allgemein beschrieben in Alberts, Molecu- 
lar Biology the cell, 3 rd Edition (1994), z.B, Kapitel 17. 

15 Mogliche Testverbindungeri konnen Expressionsbibliotheken wie z.B. 
cDNA-Expressionsbibliotheken, Peptide, Proteine, Nukleins&uren, 
Antikdrper, kleine organische Stoffe, Hormone, PNAs oder ahnli- 
ches sein (Milner, Nature Medicin 1 (1995), 879-880; Hupp, Cell. 
83 (1995), 237-245; Gibbs, Cell. 79 (1994), 193-198 und darin 

20 zitierte Ref erenzen) . 

Die selektierte Verbindungen konnen zur Bekampfung von uner- 
wunschtem Pf lanzenwuchs sowie unter Umstanden auch zur Defolia- 
tion, beispielsweise von Kartoffeln, oder Desikkation, beispiels- 

25 weise von Baumwolle verwendet werden. Des weiteren konnen die se- 
lektierten Verbindungen ggf . auch zur Regualtion des Wachstums 
von Pflanzen verwendet werden, da Inhibitoren der Biosynthese des 
Pf lanzenhormons Auxins einen EinfluB auf das Wachstum der Pflan- 
zen haben konnen. Agrochemische Zusammensetzungen, welche die se- 

30 lektierten Verbindungen enthalten, bek&mpfen Pf lanzenwuchs auf 
Nichtkulturf lachen sehr gut, besonders bei hohen Aufwandmengen. 
In Kulturen wie Weizen, Reis, Mais, Soja und Baumwolle wirken sie 
gegen Unkrauter und Schadgraser, ohne die Kulturpf lanzen nennens- 
wert zu schadigen. Dieser Effekt tritt vor allem bei niedrigen 

35 Aufwandmengen auf. Die selektierten Verbindungen konnen zur Be- 
kampfung der oben bereits erwahnten Schadpf lanzen verwendet wer- 



In Abh&ngigkeit von der jeweiligen Applikationsmethode konnen se 
40 lektierten Verbindungen bzw. diese enthaltende agrochemische Zu- 
sammensetzungen vorteilhaft noch in einer weiteren Zahl von Kul- 
turpf lanzen zur Beseitigung unerwunschter Pflanzen eingesetzt 
werden. In Betracht kommen beispielsweise folgende Kulturen: 



den. 



45 Allium cepa, Ananas comosus, Arachis hypogaea, Asparagus 

officinalis, Beta vulgaris spec, altissima, Beta vulgaris spec, 
rapa, Brassica napus var. napus, Brassica napus var. napo- 



# 
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brassica, Brassica rapa var. silvestris, Camellia sinensis, 
Carthamus tinctorius, Carya illinoinensis, Citrus limon, Citrus 
sinensis, Coffea arabica (Coffea canephora, Coffea liberica) , 
Cucumis sativus, Cynodon dactylon, Daucus carota, Elaeis 
5 guineensis, Fragaria vesca, Glycine max, Gossypium hirsutum, 

(Gossypium arboreum, Gossypium herbaceum, Gossypium vitif olium) , 
Helianthus annuus, Hevea brasiliensis , Hordeum vulgare, Humulus 
lupulus, Ipomoea batatas, Juglans regia. Lens culinaris, Linum 
usitatissimum, Lycopersicon lycopersicum, Malus spec, Manihot 

10 esculenta, Medicago sativa, Musa spec, Nicotiana tabacum 
(N.rustica), Olea europaea, Oryza sativa, Phaseolus lunatus, 
Phaseolus vulgaris, Picea abies, Pinus spec, Pisum sativum, 
Prunus avium, Prunus persica, Pyrus communis, Ribes sylestre, 
Ricinus communis, Saccharum officinarum, Secale cereale, Solanum 

15 tuberosum, Sorghum bicolor (s. vulgare) , Theobroma cacao, Tri- 
folium pratense, Triticum aestlvum, Triticum durum,. Vicia faba, 
Vitis yinifera, Zea mays, 

Daruber hinaus konnen die selektierten Verbindungen auch in Kul- 
20 turen, die durch Zuchtung einschlieBlich gentechnischer Methoden 
gegen die Wirkung von Herbiziden tolerant sind, verwandt werden. 

Weiter Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Hers tel lung 
der oben bereits erwahnten agrochemischen Zusammensetzung, da- 
25 durch gekennzeichnet dass man selektierten Verbindungen mit fur 
die Formulierung geeigneten Hilfsmitteln formuliert. 

Die selektierten Verbindungen konnen z.B. in Form von direkt ver- 
spruhbaren wassrigen Losungen, Pulvern, Suspensionen, auch hoch- 

30 prozentigen waBrigen, oligen oder sonstigen Suspensionen bzw. 
Suspoemulsionen oder Dispersionen, emulgierbaren Konzentraten, 
Emulsionen, Oldispersionen, Pasten, Staubemitteln, Streumitteln 
oder Granulaten formuliert werden und durch Verspruhen, Verne - 
beln, Verstauben, Verstreuen oder GieBen angewendet werden. Die 

35 Anwendungsformen richten sich nach den Verwendungs zwecken und der 
Natur der selektierten Verbindungen und sollten in jedem Fall 
moglichst die feinste Verteilung der selektierten Verbindungen 
gewahrleisten. Die agrochemischen Zusammensetzung en thai ten eine 
herbizid wirksame Menge mindestens einer selektierten Verbindung 

40 und fur die Formulierung von agrochemischen Zusammensetzung en ub- 
liche Hilfsstoffe. 

Zur Herstellung von Emulsionen, Pasten oder wassrigen oder olhal- 
tigen Formulierungen sowie dispergierbaren Konzentraten (DC) kon- 
45 nen die selektierten Verbindungen in einem einem 01 oder L6sungs- 
mittel gelost oder dispergiert werden, wobei weiter e Formulie- 
rungshilf sstof f e zur Homogenisierung zugesetzt werden konnen. Es 
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konnen aber auch aus selektierter Verbindung, gegebenenf alls L6- 
sungsmitteln oder 6l sowie optional weiteren Hilf smitteln beste- 
hende flussige oder feste Konzentrate hergestellt werden, die zur 
Verdunnung mit Wasser geeignet sind. Hier zu nennen sind emul- 
5 gierbare Konzentrate (EC, EW) , Suspensionen (SC) , losliche Kon- 
zentrate (SL) , dispergierbaren Konzentrate (DC), Pasten, Pastil - 
len netzbaren Pulvern oder Granulaten, wobei die festen Formulie- 
rungen entweder in Wasser loslich (soluble) oder dispergierbar 

(wettable) sein konnen. Desweiteren konnen entsprechende Pulver 
10 bzw. Granulate oder Tabletten noch mit einem festen, den Abrieb 
oder eine vorzeitige Wirkstof f f reisetzung verhinderenden Uberzug 

("coating") versehen werden. 

Prinzipiell sind unter dem Begriff Hilf smittel folgende Substanz- 
15 klassen zu verstehen: Antischaumungsmittel, Verdi cker, Netz-, 
Haftmittel, Dispergiermittel, Emulgiermittel, Bakterizide und/ 
oder thixotrophe Agentien. Die Bedeutung der oben genannten Mit- 
tel ist dem Fachmann bekannt. 

20 SLs, EWs und ECs konnen durch einf aches Mischen der entsprechen- 
den Inhaltsstof f e hergestellt werden, Pulver uber Mischen oder 
Vermahlen in speziellen Muhlentypen (z.Bsp. Hammermuhlen) . DC, 
SCs und SEs werden ublicherweise uber NaBvermahlung ("wet mill- 
ing") hergestellt, wobei ein SE aus einem SC durch Zugabe einer 

25 organischen Phase, die weitere Hilfsmittel oder selektierte Ver- 
bindungen enthalten karin, hergestellt werden kann. Die Herstel- 
lung ist bekannt. Pulver-, Streu- und Staubemittel konnen vor- 
teilhaf t durch Mischen oder gemeinsames Vermahlen der wirksamen 
Substanzen mit einem festen Tragerstoff hergestellt werden. Gra- 

30 nulate, z.B. Umhul lungs- , Impragnierungs- und Homogengranulate 
konnen durch Bindung der selektierten Verbindungen an feste Tr&- 
gerstoffe hergestellt werden. Weitere Details der Herstellung 
sind dem Fachmann bekannt, und z.Bsp. in folgenden Schriften auf- 
gefuhrt: US 3,060,084, EP-A 707445 (fur flussige Konzentrate), 

35 Browning, "Agglomeration", Chemical Engineering, Dec. 4, 1967, 
147-48, Perry's Chemical Engineer's Handbook, 4th Ed., McGraw- 
Hill, New York, 1963, pages 8-57 und ff . WO 91/13546, US 
4,172,714, US 4,144,050, US 3,920,442, US 5,180,587, US 
5,232,701, US 5,208,030, GB 2,095,558, US 3,299,566, Klingman, 

40 Weed Control as a Science, John Wiley and Sons, Inc., New York, 
1961, Hance et al., Weed Control Handbook, 8th Ed. , Blackwell 
Scientific Publications, Oxford, 1989 und Mollet, H., Grubemann, 
A., Formulation technology, Wiley VCH Verlag GmbH, Weinheim (Fed- 
eral Republic of Germany), 2001. 

45 
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Inerte flussige und/oder feste Tragerstoffe geeignet fur die er- 
f indungsgemaBen Formulierungen sind dem Fachman in einer Vielzahl 
bekannt, wie z.Bsp. flussige Zusatzstof f e wie Mineralolf raktionen 
von mittlerem bis hohem Siedepunkt, wie Kerosin Oder Dieselol, 
5 ferner Kohlenteerole sowie Ole pflanzlichen Oder tierischen Ur- 
sprungs, aliphatische, cyclische und aromatische Kohlenwasser- 
stoffe, z.B. Paraffin, Tetrahydronaphthalin, alkylierte Naphtha- 
line Oder deren Derivate, alkylierte Benzole Oder deren Derivate, 
Alkohole wie Methanol, Ethanol, Propanol, Butanol, Cyclohexanol, 
10 Ketone wie Cyclohexanon Oder stark polare Losungsmittel, z.B. 
Amine wie N-Methylpyrrolidon oder Wasser. 

Feste Tragerstoffe sind beispielsweise Mineralerden wie Kiesel- 
sauren, Kieselgele, Silikate, Talkum, Kaolin, Kalkstein, Kalk, 
15 Kreide, Bolus, L6B, Ton, Dolomit, Diatomeenerde, Calcium- und Ma- 
gnesiumsulfat, Magnesiumoxid, gemahlene Kunststoffe, Dungemittel, 
wie Ammoniumsulf at, Ammoniumphosphat , Ammoniumnitrat , Harnstoffe 
und pflanzliche Produkte wie Getreidemehl , Baumrinden-, Holz- und 
NuBschalenmehl, Cellulosepulver oder andere feste Tragerstoffe. 

20 

Oberf lachenaktive Stoffe (Tenside) geeignet fur die erf indungsge- 
maBen Formulierungen sind dem Fachman in einer Vielzahl bekannt, 
wie z.Bsp. Alkali-, Erdalkali-, Ammoniumsalze von aromatischen 
Sulfonsauren, z.B. Lignin-, Phenol-, Naphthalin- und Dibutylnaph- 

25 thalinsulf onsaure, sowie von Fettsauren, Alkyl- und Alkylarylsul- 
fonaten, Alkyl-, Laurylether- und Fettalkoholsulf aten, sowie 
Salze sulfatierter Hexa-, Hepta- und Octadecanolen sowie von Fet- 
talkoholglykolether, Kondensationsprodukte von sulf oniertem Naph- 
thalin und. seiner Derivate mit Formaldehyd, Kondensationsprodukte 

30 des Naphthalins bzw. der Naphthalinsulf onsauren mit Phenol und 
Formaldehyd, Polyoxyethylenoctylphenolether , ethoxyliertes Isooc- 
tyl-, Octyl- oder Nonylphenol, Alkylphenyl- , Tributylphenylpolyg- 
lykolether, Alkylarylpolyetheralkohole, Isotridecylalkohol, Fet- 
talkoholethylenoxid-Kondensate, ethoxyliertes Rizinusol, Poly- 

35 oxyethylenalkylether oder Polyoxypropylenalkyl ether, Laurylalko- 
holpolyglykoletheracetat, Sorbitester, Lignin-Sulf itablaugen Oder 
Methylcellulose . 

-Die Applikation der agrochemischen Zusammensetzungen bzw. der 
40 selektierten Verbindungen kann im Vorauflauf- oder im Nachauf- 
laufverf ahren erfolgen. Sind die selektierten Verbindungen fur 
gewisse Kulturpf lanzen weniger vertrSglich, so konnen Ausbrin- 
gungstechniken angewandt werden, bei welchen die selektierten 
Verbindungen mit Hilfe der Spritzgerate so gespritzt werden, daB 
45 die Blatter der empf indlichen Kulturpf lanzen nach Moglichkeit 

nicht getroffen werden, wahrend die selektierten Verbindungen auf 
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die Blatter darunter wachsender unerwunschter Pf lanzen Oder die 
unbedeckte Bodenf lache gelangen (post-directed, lay-by) . 

Die Aufwandmengen an selektierten Verbindungen betragen je nach 
5 Bekampfungsziel, Jahreszeit, Zielpf lanzen und Wachs turns stadium 
0.001 bis 3.0, vorzugsweise 0.01 bis 1.0 kg/ha. 

Die Erfindung wird durch die nachstehenden Beispiele weiter 
veranschaulicht, die nicht als beschrankend aufgefaBt werden 
10 sollten. 

Beispiel 1 - Enzymisolierung der Tryptophanaminotransf erase (TA- 
Tase) aus etiolierten Mungbohnen (nach Simpson, R.M. , Nonhebel, 
H.M., Christie, D.L. (1997), Planta 201, 71 - 77) 

15 

Die Mungbohnen ( Vigna radiata ) werden fur 6-7 Tage in Vermicu- 
lite im Dunkeln angezogen. Die Pf lanzen sind zum Erntezeitpunkt 
ca. 8 cm hoch. 

20 Samtliche folgenden Arbeitsschritte finden bei 4°C statt. lOOg 

frisch geerntetes Pf lanzenmaterial wird bei 4°C mit 100 ml Extrak- 
tionspuffer (50mM KH 2 P0 4 , pH 8.5; O.SmM EDTA; 0.5mM MnCl 2 ; 10mM 
Isoascorbat) in 2 Schritten von je 1 min mit einem Mixer homoge- 
nisiert. Danach wird 5 g Polyvinylpolypyrolidon zugesetzt (Ver- 

25 hatnis Pf lanzenmat . / PVPP 100 : 5 ), 5 min geruhrt, anschlieBend 
uber 8 lagige Gaze filtriert. Nach Zentrifugation des Filtrates 
(20000g, 4°C, 20min; SL-250 T Rotor - Sorvall Super T 1 Zentri- 
fuge) wird der Oberstand einer f raktionierten Ammoniumsulf atf &1 - 
lung (60%, 80%) . Der verbleibende Uberstand wird verworfen, das 

30 Pellet mit 3ml Saulenpuffer (lOmM Tris-HCl, pH 8,0; 0,1M NaCl) 
resuspendiert und auf ein Gesamtvolumen von 5,0 ml gebracht und 
uber eine aquilibrierte PD 10 Saule (Ammersham Pharmacia) ent- 
salzt. Die entsalzte Enzymlosung wird je nach Verwendung porti- 
onsweise bei -20°C eingefroren, kann aber je nach Bedarf auch di- 

35 rekt in den Enzymassay eingesetzt werden. 

Beispiel 2 - Enzymassay 

In einem geigneten GefaB werden 500|il Assaypuffer (0.1M Borax, pH 
40 8,5; lOmM Tryptophan, 0 . 5mM Na-Arsenat, O.SmM EDTA, SOjaM Pyrodo- 
xalphosphat) , 100|xl einer frisch angesetzten lOmM a-Ketoglutarat- 
losung und ca. 50-250fil Enzymlosung (5mg/ml) eingesetzt. Man er- 
ganzt den Assay mit Wasser sowie 10^x1 Wirkstof f losung ad 1 ml, 
wobei die zugegebene Menge an Wirkstof f losung zwischen 1-5% des 
45 Gesamtansatzvolumens liegen und ImM nicht uberschreiten sollte, 
und inkubiert 30 Minuten unter Schutteln bei 60°C. AnschlieBend 
wird die Reaktion mit 150jal Methanol gestoppt und die Probe bei 
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20000g / 5 Minuten zentrif ugiert . Der Uberstand wird mittels LCMS 
- Methode analysiert, wobei die folgenden Gerate/Parameter ver- 
wendet werden (hier sollte doch die Angabe des Geratetypes alle 
weiteren Parameter uberf lussig machen) : 

5 

Gerate: Pumpen Bio-Tek 522 und 520 

Saulen thermos tat Bio-Tek 582 
Autosampler Bio-Tek 560 
UV-Detector Bio-Tek 53 5 
10 Massendetektor Applied Biosystems Mariner 

Saule: Phenomenex Aqua 3\x C18 125 A, 150 x 2 \xm 

FluBrate: 0,3 ml/min 

Laufmittel: Puffer A: 0,2% Essigs^ure 
15 Puffer B: Methanol 



verwendeter Gradient: 



20 



0-30 min 75% auf 50% linear Puffer A 
30 - 35 min 50% Puffer A 
35 - 40 min 50% auf 75% linear Puffer A 
40 - 45 min 75 % Puffer A 



UV-Detektor: 



280 nm 



25 

Die fur die Auswertung benotigten Retentionszeiten sind in Ta 
belle 1 zusammengef aBt : 



Tabelle 1 



30 



35 



Verbindung 


Retentionszeiten: 


L-Tryptophan 


3 , 8 min 


Indol-3-essigsaure 


23,7 min 


Indo 1-3 -py r u va t 


35,2 min 
42, 5 min *) 



*) hierbei handelt es sich urn Ketoenoltautomerie 

Beispiel 3 - Herbizide Wirkung von Verbindung I 

40 Die herbizide Wirkung der Verbindung I lieB sich durch Gewachs 
hausversuche zeigen : 



Als KulturgefaBe dienten Plastiktopfe mit lehmigem Sand mit etwa 
3,0% Humus als Substrat. Die Samen der Testpflanzen wurden nach 
45 Arten getrennt eingesat. 
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Bei Vorauf lauf behandlung wurden die in Wasser suspendierten oder 
emulgierten Wirkstoffe direkt nach Einsaat mittels fein vertei- 
lender Dusen aufgebracht. Die GefaBe wurden leicht beregnet, um 
Keimung und Wachstum zu fordern, und anschliefiend mit durchsich- 
5 tigen Plastikhauben abgedeckt, bis die Pflanzen angewachsen wa- 
ren. Diese Abdeckung bewirkt ein gleichmaBiges Keimen der Test- 
pflanzen, sofern dies nicht durch die Wirkstoffe beeintrachtigt 
wurde. 

10 Zum Zweck der Nachauf lauf behandlung wurden die Testpflanzen je 
nach Wuchsform erst bis zu einer Wuchshdhe von 3 bis 15 cm ange- 
zogen und dann mit den in Wasser suspendierten oder emulgierten 
Wirkstoffen behandelt. Die Testpflanzen wurden dafur entweder di- 
rekt gesat und in den gleichen GefaBen aufgezogen oder sie wurden 

15 erst als Keimpf lanzen getrennt angezogen und einige Tage vor der 
Behandlung in die Versuchsgef aBe verpflanzt. Die Aufwandmenge fur 
die Nachauf lauf behandlung betrug 3 kg a.S./ha. 

Die Pflanzen wurden artenspezif isch bei Temperaturen von 10 - 25°C 
20 bzw. 20 - 35°C gehalten. Die Versuchsperiode erstreckte sich uber 
2 bis 4 Wochen. Wahrend dieser Zeit wurden die Pflanzen gepflegt, 
und ihre Reaktion auf die einzelnen Behandlungen wurde ausgewer- 
tet. 

25 Bewertet wurde nach einer Skala von Obis 100. Dabei bedeutet 100 
kein Aufgang der Pflanzen bzw. vollige Zerstorung zumindest der 
oberirdischen Teile und 0 keine Schadigung oder normaler Wach- 
s turns ver lauf . 

30 Die in den Gewachshausversuchen verwendeten Pflanzen setzten sich 
aus folgenden Arten zusammen: 



35 



Lateinischer Name 


Deutscher Name 


Englischer Name 


Chenopodium. album 


Weifler GansefuB 


common lambsquarters 


Echinocloa crus-galli 


Huhnerhirste 


cockspur (grass ) 


Pharbitis purpurea 


Purpur.trichterwinde 


Moringglory, common 



Die Verbindung I zeigte im Nachauf lauf eine sehr gute herbizide 
40 Wirksamkeit gegen Chenopodium album, Echinocloa crus-galli und Phar 
bitis purpurea bei Auf wandmengen von 1.0 kg/ha a.S. 

Beispiel 4 - Enzymassay zur Suche nach Hemmstoffen der In- 
dol-3-essigsaure (IES, Auxin) Biosynthese 

45 
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Zur Gewinnung des Enzymextraktes, wurden 2g eingef rorene, mit 
flussigem Stickstoff gemorserte Pf lanzensprosse von Chenopodium 
album (WeiBer GansefuB) in 3ml lOOmM EPPS-Extraktionspuf f er (5mM 
Dithiothreitol, 6jiM Pyridoxalphosphat, IOjiM Leupeptin, 10^M Pefa- 
5 bloc SC, pH 8,5) zusammen mit einer Spatelspitze Polyvinylpyroli - 
don uber 30min unter leichtem Ruhr en bei Raumtemperatur aufge- 
taut. Danach wurde das Pf lanzenmaterial fur lOmin bei 4°C zentri- 
fugiert und der Uberstand auf einer Sephadex G-25 Saule (voraqui- 
libriert mit 5mM EPPS-Eluationspuf f er (ImM Dithiothreitol , 6|iM 

10 Pyridoxalphosphat, lO^M Pefabloc SC, pH 8,5) entsalzt. Der erhal- 
tene Enzymextrakt (400jil) wurde unter Zugabe von 100^1 EPPS-Ex- 
traktionspuf f er und 6nl Wirkstof f losung (lOmM Verbindung I in 
DMSO) im Testassay (600^1 Volumen) in Gegenwart von 20|iM Pyrido- 
xalphosphat, 80mM EPPS-Extraktionspuf f er , 50|iM L-Tryptophan, 50fiM 

15 a-Ketoglutarat und 50^M Indol fur 2h bei 37°C inkubiert. Der Kon- 
trolle ohne Verbindung I wurde die entsprechende Menge.DMSO zuge- 
setzt. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 20|il 7,2N 
HC1 und 3ml Ethylacetat abgestoppt. Die Kon troll-as says ohne In- 
kubation wurden sofort nach Ansatz auf Eis mit HC1 und Ethylace- 

20 tat behandelt. Nach nochmaliger Extraktion mit 3ml Ethylacetat 
werden die organischen Phasen (6ml) vereinigt, unter Stickstoff- 
strom aufkonzentriert und die Proben mit Diazomethan methyliert. 
Dadurch wurde die im Probenmaterial vorhandene Indol-3-essigsaure 
in lndol-3-essigsaure-Methylester (IES-Me) uberfuhrt. IES-Me 

25 wurde anschlieBend immunoanalytisch durch monoklonale Antikorper 
(100% reaktiv gegen IES-Me) quantif iziert (nach Weiler E.W., 
Eberle J. , Mertens R. , Atzorn R. , Feyerabend M. , Jourdan P.S., 
Arnscheidt A., Wieczorek U., in: Immunology in Plant Science 
(Wang T.L. , Ed.), Society for Experimental Biology, Seminar Se- 

30 ries 29, Cambridge University Press, Cambridge, 1986, pp. 27-58) 
und als MaB fur die Enzymaktiyitaten bestimmt. Die Hemmung der 
Indol-3-essigsaure (IES) -Synthesereaktion durch Verbindung 1 ist 
in Tabelle 2 dargestellt. 



35 Tabelle 2 



40 





pMol IES-Me/g 
Sprossf rischmasse 2 


Hemmung [%] 1 


Kontrolle ohne Inku- 
bation 


48,7 +/- 4,5 




Kontrolle mit Inku- 
bation 


445,3 +/- 33,9 


0 


Assay mit Inkubation 
und IOOjiM Verbindung 
I 


156,0 +/- 14,8 


73 



45 
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1 Zur Berechnung der % Hemmung wird von den Werten der Kontroll- 
wert ohne Inkubation subtrahiert. 

2 Mittelwert aus drei Messungen 
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Patentanspruche 



1. 

5 



10 2. 



15 



20 



25 



Verwendung von einem Oder mehreren Enzymen ausgewahlt aus der 
Gruppe bestehend aus den Enzymen Tryptophanaminotransf erase, 
Indol-3-pyruvatdecarboxylase und Indol-3-acetaldehydoxidase 
in einem Verfahren zur Identif izierung von Verbindungen mit 
herbizider Wirkung. 

Verfahren zur Identif izierung von Substanzen mit herbizider 
Wirkung umfassend die folgenden Schritte: 

a) inkontaktbringen von einem oder mehreren Enzymen ausge- 
w&hlt aus der Gruppe bestehend aus den Enzymen Tryptopha- 
naminotransf erase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und In- 

. dol-3-acetaldehydoxidase mit einer oder mehreren Testsub- 
stanzen unter Bedingungen, die die Bindung der Testsub- 
stanz (en) an eines der vorstehend genannten Enzyme oder 
an die Nukleinsauresequenz, die eines vorstehend genann- 
ten Enzyme kodiert, erlauben; und 

b) Nachweis, ob die Testsubstanzen die Transkription, 
Translation oder Expression von mindestens einem der vor- 
stehend genannten Enzyme reduzieren oder blockieren; oder 

c) Nachweis, ob die Testsubstanzen die Aktivitat von minde- 
stens einem der vorstehend genannten Enzyme reduzieren 
oder blockieren; oder 

d) Nachweis, ob die Testsubstanz an eines der vorstehend ge- 
nannten Enzyme bindet. 

Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet , dass man 
die Test verb indung 

a) mit einem pflanzlichen Zelllysat, das mindestens eines 
der Enzyme Tryptophanaminotransf erase, Indol-3-pyruvatde- 
carboxylase und Indol-3-acetaldehydoxidase enthalt, oder 

b) mit mindestens einem der Enzyme Tryptophanaminotransf e- 
rase, Indol-3-pyruvatdecarboxylase und Indol-3-acetalde- 
hydoxidase, die entweder partiell oder vollst&ndig gerei- 
nigt sind, versetzt und 



45 
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c) im Anschlufi die enzymatische Aktivitat von mindestens ei- 
nem der vorstehend genannten Enzyme im Vergleich zur 
Aktivitat von mindestend einem der vorstehend genannten, 
nicht mit einer Testverbindung versetzten Enzyme ermit- 
5 telt, wobei die chemischen Verbindungen selektiert wer- 

den, welche die Aktivitat von mindestens einem der vor- 
stehend genannten Enzyme reduzieren oder blockieren. 

4, Verfahren nach den Anspruchen 2 bis 3 dadurch gekennzeichnet, 
10 dass man als Enzym Tryptophanamino trans f erase einsetzt. 

5. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man 
Tryptophan oder ein Derivat des Tryptophans als Substrat ein- 
setzt und die enzymatischen Aktivit&t in Schritt (c) uber 

15 



25 



a) 


die 


Abnahme 


an 


L-Tryptophan; oder 


b) 


die 


Zunahme 


an 


Indol-3-pyruvat; oder 


c) 


die 


Zunahme 


an 


Indol-3-acetaldehyd; oder 


d) 


die 


Zunahme 


an 


Indol-3-essigsaure; oder 


e) 


die 


Zunahme 


an 


Indol-3-buttersaure; oder 


f) 


eine Kombination von mindestens zwei der Methoden (a) bis 



(e) 



ermittelt. 

30 

6. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man 
Indol-3-pyruvat oder ein Derivat des Indol-3-pyruvats als 
Substrat einsetzt und die enzymatischen Aktivitat in Schritt 
(c) uber 

35 

a) die Abnahme an Indol-3-pyruvat ; oder 

b) die Zunahme an Indol-3-acetaldehyd; oder 
40 c) die Zunahme an Indol-3-essigsaure; oder 



d) die Zunahme an Indol-3-butters&ure; oder 



e) eine Kombination von mindestens zwei der Methoden (a) bis 
45 (d) 
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ermittelt . 
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7. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass man 
Indol-3-acetaldehyd Oder ein Derivat des Indol-3-acetaldehyds 

5 als Substrat einsetzt und die enzymatischen Aktivitat in 

Schritt (c) uber 

a) die Abnahme an Indol-3-acetaldehyd; oder 
10 b) die Zunahme an Indol-3-essigsaure; oder 

c) eine Kombination der Methoden a) und b) 
ermittelt. 

15 

8. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Bestimmung der enzymatischen Aktivitat 
spektroskopisch erfolgt. 

20 9. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man die Identif izierung der Substanzen in 
einem High-Throughput-Screening durchgef uhrt . 

10. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 9, dadurch gekenn- 
25 zeichnet, dass die uber das Verfahren ausgewahlte Verbindung 

zur Verif izierung der herbiziden Wirkung auf eine Pflanze ap- 
pliziert wird. 

11. Verbindungen mit herbizider oder wachstumsregulatorischer 
30 Wirkung identif iziert uber eines der Verfahren nach den An- 

spruchen 2 bis 10. 

12. Verfahren zur Herstellung einer agrochemischen Zusammenset- 
zung, dadurch gekennzeichnet dass man 



35 



i. einen Wirkstoff uber eines der Verfahren nach den Anspru- 
chen 2 bis 10 identif iziert , und 



ii. diesen Wirkstoff mit fur die Formulierung von agrochemi- 
40 schen Zusammensetzungen geeigneten Hilfsmitteln formu- 

liert . 

13. Verfahren zur Bekampfung von unerwunschtem Pf lanzenwuchs und/ 
oder zur Regulation des Wachstums von Pflanzen, dadurch ge- 
45 kennzeichnet, daB man eine wirksame Menge mindestens einer 

Verbindung nach Anspruch 11 oder eine agrochemische Zusammen- 
setzung erhaltlich uber das in Anspruch 12 genannte Verfahren 
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auf Pflanzen, deren Lebensraum und/oder auf Samen einwirken 
laBt. 

14 . Verwendung einer Verbindung nach Anspruch 11 Oder einer agro 
5 chemischen Formulierung erhaltlich uber das in Anspruch 12 

genannte Verfahren zur Bekampfung von unerwunschtem Pflanzen 
wuchs und/oder zur Regulation des Wachs turns von Pflanzen ge- 
mafi Anspruch 13 . 
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The current Claim 1 1 relates to a product which is characterised by a desirable attribute 
or property, namely a herbicidal or growth-regulating effect. The product is characterised 
only by the method by which it is identified rather than by technical features pertaining to 
its structure. The claims therefore cover all products that display this attribute or property 
(including as yet undiscovered compounds and also structurally similar compounds 
which are already known but whose herbicidal attributes or properties had previously 
remained unnoticed or undiscovered), whereas the description in the application supports 
only a limited number of such products in the sense indicated by PCT Article 5. In the 
present instance the claims lack the proper support and the application lacks the requisite 
disclosure to such an extent that it appears impossible to carry out a meaningful search 
covering the full scope of protection sought. Irrespective of this, the claims also lack the 
requisite clarity (PCT Article 6) since they attempt to define the product in terms of the 
desired results. This lack of clarity too is such that it is impossible to carry out a 
meaningful search covering the full scope of protection sought. Therefore, the search was 
directed to the parts of the claims that appear to be clear, supported or disclosed in the 
above sense, that is the parts relating to the products with the structure according to 
formula (I) as specified on page 2 of the description. 

These objections apply equally to Claims 12-14, which refer back to Claim 11. 

The applicant is advised that claims or parts of claims relating to inventions in respect of 
which no international search report has been established cannot normally be the subject 
of an international preliminary examination (PCT Rule 66.1(e)). In its capacity as 
International Preliminary Examining Authority the EPO generally will not carry out a 
preliminary examination for subjects that have not been searched. This also applies to 
cases where the claims were amended after receipt of the international search report (PCT 
Article 19) or where the applicant submits new claims in the course of the procedure 
under PCT Chapter II. 
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A. KLASSIR2ERUNG DES AN M EL DUNGSO EG ENSTA N DE5 ^ . ^ - _ ,„ 

IPK 7 C12Q1/02 C12Q1/26 C12Q1/527 C12Q1/48 A61P43/00 



Nach der internal tonaten Patentktassifikation (IPK) Oder nach der nationalen Kiassfflkaiton und der IPK 



B. RECHERCH1ERTE GEBIETE 



Recherchierter Mindestprflfstoff (Klassifikationssystem und Klassifikatlonssymbole ) 

IPK 7 C12Q C12N 



Recherchierte aber nicht zum Mindestprufstoff gehdrende VerdffentGchungen, soweit diese unler die recherchierten Gebrete lallen 



Wahrend der Intematlonalen Recherche konsuKierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evtl. verwendete Suchbegntte) 

BIOSIS, EPO-Internal , EMBASE, CHEM ABS Data, COMPENDEX , INSPEC 



C. ALS WESENTLICH ANGESEMENE UNTERLAGEN 



Kategorie' Bezelchnung der Verdffentlichung, soweit erfordertich unter Angabe der In Betracht kommenden Telle 



Belr. Anspruch Nr. 
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TEKTRAN, 'Online! 
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<URL : www. nal . usda . gov/tt 1 c/tektran/data/00 
0009/25/0000092559 . html > 
'gefunden am 2003-08-05! 
Selte 1 
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Wettere Verdffemltehungen Bind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnefimen 



Siehe Anhang Patentfamilte 



° Besondere Kategorien von angegebenen Verdffentltchungen 
*A* VeroffentBctiung, die den allgemeinen Stand der Technik defintert, 
aber nlcht ate besonders bedeutsam anzusehen 1st 

•E* §iteres Dokument. das jedoch erst am Oder nach dam Internationale n 
An me !de datum ver6f fentllcht worden ist 

•L* VeroflentHchung. die geelgnet Ist, etnen Priorttatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lassen, Oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbehchi genannten Veroffenttichung belegt werden 
sou oder die aus einem anderen besonderen Grund angegeben Ist (wie 
ausgefOnrt) 

*O a verdffentlichung, die slch auf ebie mGndBche Off enbarung, 

elne Benutzung. sine Aussteflung Oder andere Mafinahmen beziem 

•P* Verdffentlichung. die vor dem Intematlonalen Anmelde datum, aber nach 
dem beanspnichien PrlorHatsdalum veroftentllchl woVden Ist 



T" Spatere Veratfentlichung. die nach dem intematlonalen AnmelderJatum 
Oder dem Priorttatsdalum veroffentltcht worden 1st und mil der 
Anmeldung nlcht koBidiert, sondern nur zum Verstandnls des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips Oder der Ihr zugrundeflegenden 
Theorte angegeben IsT 

*X* Verdftentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann atlein autp/und dteser Verdrfentfichung nlcht ate neu Oder aut 
erf Inderbcher Tatlgkeit beruhend betrachtet werden 

•Y' Veroffentllchung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nlcht ate auf erfinderischer TatigkeH beruhend betrachtet 
werden, wenn die Verdffentflchung mit etner Oder mehreren anderen 
Veroffentlichungen dieser Kalegorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur efnen Facnmann n ah e liege nd ist 

'&' Veroffentlicnung, die Mttglled derselben Patentfamilie Ist 
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C.(Fortsetzung) ALS WESENTLICH ANGESEHENE UNTERLAQEN 



Kategorte* 



Bezefchnung der VerOffentlichung, soweii ertorderlich unter Angabe der In Betrachl kommenden Telle 



Befr. Anspruch Nr. 



TERZIIVANOVA-DIMOVA SULTANA D ET AL: 
"Enzymes of auxin biosynthesis and their 
regulation: I. Tryptophan and 
phenylalanine aminotransferase 1n pea 
pi ants." 

BI0L0GIA PLANT ARUM (PRAGUE), 

Bd. 33, Nr. 4, 1991, Seiten 277-286, 

XP009015280 

ISSN: 0006-3134 

Kapitel uberschrieben "Determination of 
L-trp transamination activity" und "Effect 
of Indoles on the L-trp and L-phe 
transamination" 

ILIC NEB0JSA ET AL: "Differential 

Inhibition of 1ndole-3-acetic add and 

tryptophan biosynthesis by indole 

analogues. I. Tryptophan dependent IAA 

biosynthesis." 

PLANT GROWTH REGULATION, 

Bd. 27, Nr. 1, Januar 1999 (1999-01), 

Seiten 57-62, XP009015281 

ISSN: 0167-6903 

Figur 2; Selte 62, linke Spalte, 
vorletzter Satz 

BOTANY 512, 'Online! Seiten 1—9, 

XP002250543 

Gefunden 1m Internet: 

<URL : www . publ 1 c . 1 astate . edu/l bot .512/1 ectu 

res/auxln_metabol1sm.pdf> 

'gefunden am 2003-08-05! 

BARTEL BONNIE: "Auxin biosynthesis." 
ANNUAL REVIEW OF PLANT PHYSIOLOGY AND 
PLANT MOLECULAR BIOLOGY, 
Bd. 48, 1997, Seiten 51-66, XP009015339 
1997 Annual Reviews Inc. P.O. Box 10139, 
4139 El Camlno Way, Palo Alto, California 
94306, USA 
ISBN: 0-8243-0648-1 
Abb il dung 1 
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Formblatt PCT/1SA/210 (Rwtsetzimg von Biai 2| (Jul 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Internationales AKtenzeichen 
PCT/EP 03/02846 



Feld I Bemerkungen zu den AnsprGchen. die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1) 



GemaB Artikel I7(2)a) wurde aus loJgenden Grtinden fOr bestimmte Ansprtiche kein Recherchenberlcht erstellt: 
1. I I AnsprGche Nr. 

— weU ste slch auf Gegenstande bezlehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpfiichtet 1st, namlich 



2. pn Ansprtiche Nr. H 1* 

— weil sie sich auf Telle der intematlonalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenlg entsprechen, 
daft eine slnnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



slehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



3. AnsprOcheNr. 

— weil es slch dabei urn abhangige Ansprtiche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefafit slnd. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die Internationale RecherchenbehOrde hat festgestellt, daB cfiese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt 



1 . I I Da der Anmelder alls erfordenlchen zusatzlichen RecherchengebQhren rechtzeitig entrlchtet hat, erstreckt sich dieser 
I — ' internationale Recherchenberlcht auf alle recherchierbaren Ansprtiche. 

2 I I Da fur aite recherchierbaren Ansprtiche die Recherche ohne elnen Arbeitsaufwand durchgefQhrt werden konnte, der eine 
I — I zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die BehOrde nicht zur Zahlung einer solchen GebQhr aufgefordert 



3. I I Da der Anmelder nur einlge der erfordertichen zusatzllchen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt slch dieser 
1 — 1 internationale Recherchenbericht nur auf die Ansprtiche, fur die GebQhren entrichtet worden slnd, namlich auf die 
Ansprtiche Nr. 



rn Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzllchen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der Internationale Recher- 
— chenbericht beschrankt slch daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; dlese ist in folgenden AnsprOchen er- 
faBt: 



Die zusatzllchen GebQhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlt. 
Die Zahlung zusatzllcher Recherchengebuhren ertolgte ohne Widerspruch. 



Bemerkungen hinslchtllch eines Widerspruch s 



Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (l))(Juli 1998) 



Internationales Aktenzeichen PCT£P 03 02846 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 210 



Fortsetzung von Feld 1.2 
AnsprOche Nr.: 11-14 



Der geltenden Patentanspruch 11 bezlehen sich auf ein Produkt, das durch 
e1ne erstrebenswerte E1genhe1t Oder Elgenschaft, namllch herblzlde oder 
wachstumsregulatorische Wirkung, charakterlslert 1st. Das Produkt ist 
nlcht durch strukturelle technlsche Merkmale charakterlslert sondern 
ledlglich durch das Verfahren zu seiner Identif 1z1erung. 
Die Patentanspruche umfassen daher alle Produkte, die dlese Elgenheit 
oder Elgenschaft aufweisen (darunter noch zu entdeckende VerMndungen 
sowie strukturglelche, berelts bekannte Verblndungen, deren herbicide 
Elgenschaft blsher jedoch unbemerkt/unentdeckt blleb), wohlngegen die 
Patentanmeldung Stutze durch die Beschreibung 1m S1nne von Art. 5 PCT nur 
fUr e1ne begrenzte Zahl solcher Produkte etc. llefert. Im vorllegenden 
Fall fehlen den PatentansprQchen die entsprechende Stutze bzw. der 
Patentanmeldung die notlge Offenbarung 1n einem solchen MaBe, daB e1ne 
slnnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzberelch unmoglich 
erschelnt. Desungeachtet fehlt den PatentansprQchen auch die 1n Art. 6 
PCT geforderte Klarhelt, nachdem 1n 1hnen versucht w1rd, das Produkt uber 
das Jewells erstrebte Ergebnls zu definleren. Auch dieser Mangel an 
Klarheit 1st dergestalt, daB er e1ne sinnvolle Recherche Ober den 
gesamten erstrebten Schutzberelch unmoglich macht. Daher wurde die 
Recherche auf die Telle der Patentanspruche geHchtet, welche 1m o.a. 
S1nne als klar, gestOtzt oder offenbart erscheinen, namllch die Telle 
betreffend das Produkte m1t der Struktur (I) auf Seite 2 der vorllegenden 
Beschreibung. 

Die erhobenen Elnwande gelten 1n glelchem Masse fOr Anspruche 12 - 14, 
die sich auf Anspruch 11 riickbezlehen. 

Der Anmelder wird darauf hlngewlesen, daB Patentanspruche, oder Telle von 
PatentansprQchen, auf Erflndungen, fur die kein Internationaler 
Recherchenberlcht erstellt wurde, normal erwelse nicht Gegenstand elner 
1nternat1onalen vorlauflgen PrQfung se1n konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Elgenschaft als m1t der 1nternat1onalen vorlauflgen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also 1n der Regel kelne vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorllegt. 
Dies gilt auch fQr den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international Recherchenberlchtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fQr den Fall, daB der Anmelder 1m Zuge des Verfahrens gemaB Kapltel II 
PCT neue PatentansprQche vorlegt. 
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